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低剂量三氯生和三氯卡班对嗜热四膜虫的毒性研究
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摘　 要　 研究了环境相关浓度水平（μｇ·Ｌ －１）的三氯生（ＴＣＳ）和三氯卡班（ＴＣＣ）暴露对嗜热四膜虫的生长抑
制效应，并尝试探索这两种新生污染物对四膜虫细胞活性的影响．结果表明，μｇ·Ｌ －１水平的ＴＣＳ和ＴＣＣ对四
膜虫的生长存在明显抑制作用，２４ ｈＥＣ５０分别为１４１ μｇ·Ｌ －１、７２８ μｇ·Ｌ －１；最低无效应浓度（ＮＯＥＣ）分别为
２ μｇ·Ｌ －１、３０ μｇ·Ｌ －１；最低效应浓度（ＬＯＥＣ）分别为４ μｇ·Ｌ －１、６１ μｇ·Ｌ －１ ．其中，ＴＣＣ在１—１０ μｇ·Ｌ －１水平表
现出促进作用，可能是ｈｏｒｍｅｓｉｓ效应的体现．另外，在ＴＣＳ和ＴＣＣ浓度达到１０００ μｇ·Ｌ －１时均对四膜虫细胞膜
产生明显损伤；ＴＣＳ和ＴＣＣ也影响其溶酶体活性，１ μｇ·Ｌ －１暴露２ ｈ时，荧光值（ＲＦＵ）百分比分别降低至对照
样品的８８． ６２％、９５ ７５％ ．本研究结果有助于进一步从亚细胞和分子水平认识环境污染水平ＴＣＳ和ＴＣＣ的生
态毒性，也为这两种新生污染物在环境中的生态风险评价提供重要参考依据．
关键词　 三氯生，三氯卡班，嗜热四膜虫，生态毒性，环境相关浓度．

三氯生（ＴＣＳ）早在７０年代就开始用于香皂，如今作为个人护理品成分，大量添加于日用品中，其添
加质量分数在０． １％—０． ３％ ［１］．三氯卡班（ＴＣＣ）在欧美等国家使用的历史更悠久，根据ＥＰＡ的保守估
计全球最大使用量为每年７５０ × １０３ ｔ［２］，通常一块抗菌肥皂中ＴＣＣ的质量分数占２％ ［３］．随着各种抗菌
产品使用量的增加，ＴＣＳ和ＴＣＣ在各种环境介质和生物体中被频繁检出．根据Ｋｏｌｐｉｎ等［４］对美国３０个
州１３９个水域的研究，ＴＣＳ是检出频率最高的物质之一，检出浓度在０． １４—２． ３ μｇ·Ｌ －１之间；在我国地
表水中检出浓度在０． ０２５—１． ０２３ μｇ·Ｌ －１之间［５６］，在污水处理厂进水中，ＴＣＳ和ＴＣＣ的检出浓度分别
为１． ８６—２６． ８ μｇ·Ｌ －１、０． ４—５０ μｇ·Ｌ －１［３］．另外，由于生物富集作用在生物体内存在，甚至在人奶、哺乳
期母亲的血液中也检测到了ＴＣＳ的存在［７８］．尽管ＴＣＳ和ＴＣＣ在环境中浓度较低，一般检出浓度在
ｎｇ·Ｌ －１—μｇ·Ｌ －１水平，但是已观测到它们在环境中能长时间持续存在［９］．两种物质物理化学性质相近，
具有强亲脂性（ＴＣＳ和ＴＣＣ的辛醇水分配系数ｌｇ ＫＯＷ分别为４． ７６和４． ９，ｐＨ ＝ ７． ０），能在各种生物体
内累积［１０］． ＴＣＣ还有可能引发包括癌症、生殖功能障碍和发育异常等病症的诸多问题，是一种新型的内
分泌干扰物（ＥＤＣｓ）［１１］．因此，这类物质对生态系统造成的潜在影响不容忽视［１２］．

国内外研究者报道了ＴＣＳ和ＴＣＣ对鱼类、甲壳纲动物、藻类、微生物等的毒性．例如，Ｄａｖｉｄ等［１３］通
过对ＴＣＳ的水生生态毒性研究发现，ＴＣＳ对大型蟤的急性毒性４８ ｈＥＣ５０为３９０ μｇ·Ｌ －１，对黑头呆鱼的
急性毒性２４ ｈＬＣ５０为３６０ μｇ·Ｌ －１，对淡水藻生长抑制７２ ｈＥＣ５０为２． ８ μｇ·Ｌ －１ ． Ｆｏｒａｎ等［１４］发现ＴＣＳ
对鱼类体内雄性激素的分泌有影响． ＴＣＣ对淡水藻生长抑制７２ ｈＥＣ５０为２０—３０ μｇ·Ｌ －１，对Ｍｙｓｉｄｏｐｓｉｓ
ｂａｈｉａ急性毒性９６ ｈＥＣ５０为１０—１３ μｇ·Ｌ －１，对蓝鳃鱼和虹鳟鱼的急性毒性９６ ｈＬＣ５０分别为
９７ μｇ·Ｌ －１、１８０ μｇ·Ｌ －１［１５］． Ｂｅｎ等［１６］对一种淡水螺的研究发现，将螺去壳ＴＣＣ暴露４周后，最低效应浓
度（ＬＯＥＣ）和最低无效应浓度（ＮＯＥＣ）分别为０． ２ μｇ·Ｌ －１和０． ０５ μｇ·Ｌ －１，ＥＣ１０和ＥＣ５０分别为
０． ５ μｇ·Ｌ －１和２． ５ μｇ·Ｌ －１，并表明ＴＣＣ作为一种新生的ＥＤＣｓ具有与传统ＥＤＣｓ相类似的生态风险．

嗜热四膜虫（Ｔｅｔｒａｈｙｍｅｎａ ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌａ）是一种淡水中常见的单细胞真核原生动物，在食物链中处于
能量和物质循环的重要环节；能在实验室保存并在无菌条件下生长，培养技术成熟、经济、操作方便；对
污染物敏感，是理想的淡水生态系统早期恶化的预警指标，其细胞大、利于观察、生化指标研究成熟等许
多优良的特征使其成为环境和药学研究领域毒性实验的理想材料［１７］．目前，ＴＣＳ和ＴＣＣ对四膜虫的毒
性研究报道较为少见．
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本研究以嗜热四膜虫为模式生物，测试ＴＣＳ和ＴＣＣ对四膜虫的生长抑制作用，同时借助于荧光染
料的方法从分子水平测试受试物对四膜虫细胞活性的影响．

１　 材料与方法
１． １　 实验仪器和材料
１． １． １　 实验仪器

自动手提式灭菌锅（ＹＸＱＬＳ１８Ｓ，上海博讯），光照培养箱（ＳＰＸ２５０ＢＧ，上海博讯），多功能酶标仪
（Ｔｈｅｒｍｏ Ｖａｒｉｏｓｋａｎ Ｆｌａｓｈ），ＤＳＨ系列超净工作台程控仪（上海淀山湖净化设备厂），高速离心机（３Ｋ３０，
ＳＩＧＭＡ）．
１． １． ２　 药品与试剂

三氯生（ＴＣＳ，ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，纯度≥９７． ０％，购自于ＤＡＨＵ），三氯卡班（ＴＣＣ，ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，纯度≥
９７． ０９９％，购自于ＤＡＨＵ），均溶于ＤＭＳＯ（Ａｌａｄｄｉｎ）；荧光染色剂：罗丹明（Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｂ，ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，购
自于ＤＡＨＵ）、中性红（ｎｅｕｔｒａｌ ｒｅｄ，Ｂｉｏｂａｓｉｃ，购自上海生工）；碘化丙啶（Ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ，购自上海生
工）．受试物化学性质见表１．

表１　 三氯生和三氯卡班的化学性质及研究浓度范围
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ＴＣＳ ａｎｄ ＴＣＣ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅ ｕｎｄｅｒ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

化合物 ＣＡＳ 基本性质 化学结构 测试浓度
／（μｇ·Ｌ －１）

三氯生
Ｔｒｉｃｌｏｓａｎ

３３８０３４５
ＭＷ：２８９． ５
ｌｇ ＫＯＷ：４． ７６
Ｖｐ：０． ０００６２ Ｐａ

１—４０００

三氯卡班
Ｔｒｉｃｌｏｃａｒｂａｎ

１０１２０２
ＭＷ：３１５． ５
ｌｇ ＫＯＷ：４． ９

Ｖｐ：４． ８２ × １０ －７ Ｐａ
１—４０００

　 　 注：基本性质通过ＥＰＩ ４． １计算所得．

１． ２　 试验四膜虫和培养
嗜热四膜虫（Ｔｅｔｒａｈｙｍｅｎａ ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌａ，ＳＢ２１０）获赠自中国科学院武汉水生生物研究所．培养基：蛋

白胨１％，酵母提取物０． １％，葡萄糖０． ２％，配好后分装于试管（５ ｍＬ）和锥形瓶（４５ ｍＬ）中于１２１ ℃灭
菌３０ ｍｉｎ，冷却后于４ ℃保存．

实验前将保存于液蜡中的虫种在超净台中接种至装有５ ｍＬ新鲜培养基的试管中，于３０ ℃培养箱
中培养４８ ｈ后，将生长至对数期的虫液转移至装有４５ ｍＬ新鲜培养基的２５０ ｍＬ锥形瓶中扩大培养，达
到对数期时即可进行暴露实验．
１． ３　 试验方法
１． ３． １　 生长抑制作用

于灭菌后装有４５ ｍＬ新鲜培养基的锥形瓶中，加入５ ｍＬ培养至对数生长期的四膜虫虫液，添加受
试物浓度为１—４０００ μｇ·Ｌ －１，设置６个浓度梯度，每个浓度设置３个平行样，并设置阴性对照，于３０ ℃
培养箱中培养，在０ ｈ测试吸光值，根据吸光值与浓度间的关系曲线保证四膜虫初始浓度在１０４个·ｍＬ －１
以上． ＤＭＳＯ添加量为０． １％，在该浓度下ＤＭＳＯ对四膜虫的抑制率在１０％以内，可忽略不计［１７］． ２４ ｈ后
测试其吸光度（ＯＤ），得到该时刻各浓度受试物作用下四膜虫的浓度．抑制率的计算：

抑制率（％）＝对照样品ＯＤ －测试样品ＯＤ对照样品ＯＤ × １００％

１． ３． ２　 细胞活性测试
四膜虫在锥形瓶中增殖培养，４８ ｈ生长至对数生长期后，将细胞悬浮液分装于微型离心管中，在
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３２５ ｇ条件下离心５ ｍｉｎ弃去上清液．将待测受试物用新鲜培养基稀释至不同浓度，添加１ ｍＬ至微型离
心管中，使四膜虫浓度在１０５个·ｍＬ －１左右，每个浓度设置６个平行样，在３０ ℃培养箱中培养．暴露２ ｈ
后离心（１０００ ｇ，３ ｍｉｎ）并去除上清液，加入准备好的荧光染料指示剂碘化丙啶（ＰＩ）、中性红（ＮＲ）避光
培养６０ ｍｉｎ之后，１００ μＬ液体添加到９６微孔板中，用多功能酶标仪进行测试，ＰＩ的激发波长和发射波
长分别为５３０ ｎｍ和６２０ ｎｍ，ＮＲ是５３０ ｎｍ和６４５ ｎｍ［１８］．

２　 结果与讨论
２． １　 生长抑制

本研究发现ＴＣＳ对四膜虫的生长抑制作用显著，随着ＴＣＳ浓度的增加，四膜虫的生长受到明显的
抑制，用ＳＰＳＳ１６． ０计算显示，２４ ｈＥＣ５０值为１４１ μｇ·Ｌ －１，ＮＯＥＣ和ＬＯＥＣ分别为２ μｇ·Ｌ －１和４ μｇ·Ｌ －１ ．
在ＴＣＣ作用下，２４ ｈＥＣ５０为７２８ μｇ·Ｌ －１，ＮＯＥＣ和ＬＯＥＣ分别为３０ μｇ·Ｌ －１和６１ μｇ·Ｌ －１ ．用Ｏｒｉｇｉｎ软
件，采取Ｓｉｇｍｏｉｄａｌ（Ｌｏｇｉｓｔｉｃ）曲线拟合，绘制２４ ｈ浓度—抑制率曲线图，如图１所示．

图１　 ＴＣＳ和ＴＣＣ对四膜虫２４ ｈ生长抑制曲线
Ｆｉｇ． １　 ２４ ｈ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＴＣＳ ａｎｄ ＴＣＣ ｔｏ Ｔｅｔｒａｈｙｍｅｎａ

由图１可见，ＴＣＳ在所测浓度范围内，随着浓度的增加，抑制率也显著增加． Ｓｕｓａｎｎｅ等［１９］用梨形四
膜虫测试ＴＣＳ的生长抑制效应与本研究基本一致，其２４ ｈＥＣ５０为５７９ μｇ·Ｌ －１，大于本研究所得
１４１ μｇ·Ｌ －１，提示嗜热四膜虫比梨形四膜虫对ＴＣＳ更敏感，更易受到环境中ＴＣＳ的影响．另外，本研究
所得ＮＯＥＣ为２ μｇ·Ｌ －１，低于实际水体中ＴＣＳ的检出浓度［４］．

如图１所示，ＴＣＣ在所测浓度范围内，表现为低浓度作用下有一定的刺激作用，浓度为１０ μｇ·Ｌ －１
时，促进率达到４５％，高浓度作用下四膜虫的生长则存在明显抑制．这种现象可能是ｈｏｒｍｅｓｉｓ效应的体
现，即化学物对生物体在高剂量时表现负面影响，但在低剂量时却表现为促进作用的现象［２０］．本研究所
得ＮＯＥＣ为３０ μｇ·Ｌ －１，低于实际水体中ＴＣＣ的检出浓度［３］．
２． ２　 细胞活性测试
２． ２． １　 细胞膜损伤测试

荧光染料ＰＩ用来染色双链核酸分子，能被活细胞排除体外，可用来检测细胞膜的损伤［１８］，在本研
究中不同浓度受试物作用下，相对于对照样品，受试物浓度在１０００ μｇ·Ｌ －１以上时荧光值（ＲＦＵ）有显著
上升．例如，在２０００ μｇ·Ｌ －１ ＴＣＳ作用下ＲＦＵ值为对照样品的２８１． ６５％；４０００ μｇ·Ｌ －１ ＴＣＳ作用下达
１０２３． ５４％ ．在不同浓度ＴＣＣ作用下，也表现为相同的趋势，１０００ μｇ·Ｌ －１和４０００ μｇ·Ｌ －１ ＴＣＣ作用下，
ＲＦＵ值分别为对照样品的１０５５． ０８％、１２９０． ２３％ ．与对照样品相比，不同浓度受试物作用下荧光值百分
比（荧光值百分比＝不同浓度受试物ＲＦＵ ／对照样品ＲＦＵ ×１００％）如图２所示．

在低浓度（＜ １００ μｇ·Ｌ －１）ＴＣＣ作用时，相对对照样品，出现了ＲＦＵ值的降低，在１０ μｇ·Ｌ －１时，达到
一个最低值（为对照样品的８０． ８１％），这可能是四膜虫在该浓度范围的ＴＣＣ作用下，细胞膜稳定性增
强，其作用机制尚需进一步探究．
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图２　 ＴＣＳ和ＴＣＣ对四膜虫细胞膜的损伤
Ｆｉｇ． ２　 Ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｂｙ ＴＣＳ ａｎｄ ＴＣＣ

２． ２． ２　 溶酶体活性测试
中性红（ＮＲ）只有活细胞溶酶体在经染色后才能发出荧光，可以用来测试不同浓度受试物对四膜虫

溶酶体活性的影响［１８］．在本研究中，不同浓度受试物作用下，相对于对照样品，较低浓度暴露时荧光值
有一定的下降，而较高浓度受试物作用下荧光值有显著上升．例如，相对于对照样品，在４０００ μｇ·Ｌ －１
ＴＣＳ作用下ＲＦＵ为对照样品的２２６． ７６％ ．在ＴＣＣ不同浓度作用下，也表现为相同的趋势，相对于对照样
品，在１０００ μｇ·Ｌ －１、４０００ μｇ·Ｌ －１ ＴＣＣ作用下，ＲＦＵ分别为对照样品的１５９． ２３％、２６２． １３％ ．与对照样品
相比，不同浓度受试物作用下荧光值百分比如图３所示．

图３　 ＴＣＳ和ＴＣＣ对四膜虫溶酶体活性的影响
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＴＣＳ ａｎｄ ＴＣＣ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｌｙｓｏｓｏｍｅｓ

从图３可见，四膜虫溶酶体活性在不同浓度受试物作用下受到不同程度的影响，ＴＣＳ和ＴＣＣ两种受
试物表现出的整体趋势较为相近．在１—１００ μｇ·Ｌ －１浓度的ＴＣＳ作用下，相对于对照样品，溶酶体活性
下降，浓度为１、１００ μｇ·Ｌ －１时，ＲＦＵ分别为对照样品的８８． ６２％、７９． ８２％ ． ２００９年Ｂｉｎｅｌｌｉ等［２１］发现斑马
贝被０． ２９ μｇ·Ｌ －１ＴＣＳ暴露２４ ｈ后，ＤＮＡ有明显损伤，０． ８７ μｇ·Ｌ －１下暴露４８ ｈ后，对溶酶体有明显的破
坏；在１—１００ μｇ·Ｌ －１浓度的ＴＣＣ作用下，相对于对照样品，溶酶体活性下降，以致在１、１００ μｇ·Ｌ －１浓度
时，ＲＦＵ分别是对照样品的９５． ７５％、８６． １６％ ．但当ＴＣＳ和ＴＣＣ浓度达到１０００ μｇ·Ｌ －１时，ＲＦＵ开始增
大，这可能是由于四膜虫细胞膜破损程度严重，破损细胞的碎片以及随细胞质溢出的溶酶体及其碎片与
ＮＲ反应，使得ＲＦＵ迅速增大，这和上述细胞膜损伤实验结果有良好的一致性（相关系数ｒ值分别为
０ ９９１、０． ９４８）．在显微镜下观测结果也显示四膜虫在１０００ μｇ·Ｌ －１受试物作用下，细胞膜破损情况严重，
培养液中出现大量的碎片．

３　 结论
ＴＣＳ和ＴＣＣ作为抑菌剂添加于各类生活清洁用品和抗菌药物中，随着在环境中的频繁检出，已成

为受关注的典型环境新生污染物．本研究表明在μｇ·Ｌ －１水平，ＴＣＳ和ＴＣＣ对嗜热四膜虫的生长都存在
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较显著的抑制作用，２４ ｈＥＣ５０分别为１４１、７２８ μｇ·Ｌ －１，并且对四膜虫细胞膜稳定性和溶酶体活性都有
明显的影响，该结果提示低浓度水平的ＴＣＳ和ＴＣＣ在水中长期存在所带来的生态风险不容忽视．
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沃特世与爱尔兰国家生物工艺研究培训所（ＮＩＢＲＴ）携手
促进新兴生物制药行业的培训和研究

爱尔兰国家生物工艺研究培训所（ＮＩＢＲＴ）与沃特世公司宣布，他们已经在多层面建立了合作伙伴
关系，其目的是支持先进的科学理念，承诺通过培训和科研手段，为征服全世界最顽固的疾病提供更有
效的生物治疗创新技术．

沃特世和ＮＩＢＲＴ已经建立了完整的产品加工与表征设施（Ｃｏｍｐｌｅｔｅ Ｐｒｏｄｕｃｔ ａｎｄ Ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ
Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ Ｆａｃｉｌｉｔｙ，ＣＰＰＣＦ），可进行以实验室技术为基础的实地培训，以及“有的放矢”的生物制药
分析再培训，其中包括蛋白和多肽表征． ＣＰＰＣＦ的目的是为本行业和政府技术人员和科学家提供综合
的培训，帮助新兴产业开发先进的生物治疗表征法．此新设施还将为科学家提供现有和即将出台的美国
和欧洲药品法规教育．而且，此项合作使ＮＩＢＲＴ成为了沃特世糖生物学研究（ｇｌｙｃｏｂｉｏｌｏｇｙ ｒｅｓｅａｒｃｈ）的创
新中心． ＮＩＢＲＴ的主要研究者，Ｐａｕｌｉｎｅ Ｒｕｄｄ教授和她的研究团队，将利用沃特世质谱分析系统，迎接糖
表征研究新的挑战．通过改善对糖化学与分子结构的认识，科学家们可以更好地理解潜在分子的安全性
和有效性，从而直接获得全新的生物治疗选项．

沃特世公司与ＮＩＢＲＴ此次合作，印证了它努力建立合作伙伴关系，扩大其在重要公共健康问题方
面影响力的承诺，包括食品安全、药物安全和洁净水．
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